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Summary: A new assay system of the binding of vWF to collagen was established 
using human Type II fibri1ar collagen suspension. The principle of this method is as 
follows: a smi111 amount of sample plasma was added to a suspension containing human 
Type II collagen; after centrifugation， vWF : Ag level in the supernatant was measured by 
ELISA ; then collagen binding was estimated according to the formula : 
collagen binding (%) = (A -B) / A X 100 
where， 
Aニ vWF:Ag after binding with denatured collagen (heat目treatedat 800C for 1hr) and 
Bニ vWF:Ag after binding with fibri1ar collagen. 
When a purified vWF sample was used in this assay， al vWF: Ag was bound to the 
collagen fiber. On the other hand， addition of an anti-vWF monoc1onal antibody (NMC-vW 
/3)， which recognizes collagen binding domain of vWF subunit， inhibited binding of vWF to 
collagen compeletely， but EDT A or heparin did not. The collagen binding in 50 normal 
adult plasmas was 84.0%-98.1% (93.4土2.6%)and vWF: Ag X collagen binding/100 
correlated well to Rcof activity. The assay system is very simple technically and could be 
useful to measure the binding of vWF to collagen. 
Index Terms 




von Will巴brand因子 (vWF)は損傷血管壁への血小 されることが知られている2) 本因子は生体内では損傷










析も進められ， Ser 1 -Arg 272が第VI因子結合ドメイ










cus protease V8 (SP-V8)による酵素分解で得られた残
基 911-1365が同様に collagen結合を有することを示




を報告し， Pareti et al.'4)はトリプシン分解にて得られた
52/48kDa fragment (アミノ酸残基 449-728)と55kDa






































〔第VI因子 2，500単位〕を 25mMトリス 0.15M食塩
-0.25M塩化カノレシウム緩衝液 (pH6.8)に溶解し，
3，000回転 15分間遠心後その上清を同緩衝液で平衡化




4. vWA: Agの測定:抗 vWF家兎抗体を 1次抗体と
し，ベノレオキシダーゼ標識抗 vWF家兎抗体を 2次抗体
としたサンドウィッチ ELISA (DAKOP A TTS， Den-
mark)法叫にて測定した。
5.リストセチンコファクター (Rcof): von Willebrand 
試薬 (Behringwerke，G巴rmany)を用いた肉眼的血小板
凝集法1叫こょった.
6. ヒト typeI fibrillar collagen懸濁液の作製・ヒト
胎盤由来の typeII soluble collagen (SIGMA Chemi-
cal Co.， St Louis Mo.)をO.lmo!/L酢酸で濃度1.5 mg/ 
mlに溶解し 40C下で 48時間撹叛後リン酸水素二ナトリ
ウム溶液 (20mmo!/L，pH7.5)で48時間透析した後再
び40C下で 16時間以上撹叛しヒト typeI fibrillar col-
lagen懸濁液を作製した.
7. Collagen結合 (collagenbinding) :血媛vWFのヒ
トtypeII collgenへの結合の測定はDugganet al. 17)の
変法にて行った.対照の熱変性 collagenはfibrillarcol-







Collagen結合=(A -B) / A x 100 
A:熱変性collagen反応上清中vWF:Ag 














a. Collagen濃度 Fibrillar collagenあるいは熱変性
collagenをリン酸水素二ナトリウム溶液 (20 mmol/L， 
pH7.5)で希釈し，正常人プーノレ血祭20μIと等量混合し







適 collagen濃度は 750μg/dlとした (Fig.1-a). 
b.反応時間:反応時聞を 5分， 10分， 20分， 30分， 40 
分， 50分とし，各反応時間における collagen結合を測定
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Fig目1.Binding of vWF to human typ巴I fibril1ar 
collagen 
a: Twentyμ1 of several dilut巴dfibril1ar 
collagen or denatur巴dcollagen was incubat 
ed with twenty μ1 of normal plasma for 15 
min at 370C. Aft巴rcentrifugation， vWF: Ag 
of sup巴rnatantwas measured by ELISA 
Collagen binding was estimat巴das described 
under "Materials and Methods" 
b: Twentyμ1 of sev巴ralconcentrations of 
fibrillar collagen or d巴naturedcollagen was 
incubated with purified vWF (1.6μg/mO by 
the same methods descrived above and col-
lag巴nbinding was estimat巴d.
c: Twenty μ1 of fibrillar collagen (750μg 
/m!) or d巴natur巴dcollagen (750μg/m!) was 
incubated with twenty μ1 of normal plasma 
for 5， 10， 20， 30， 40 and 50 min at 370C. After 
c巴ntr江ugation，collagen binding was esti司
mated. ・;fibril1ar collagen. 
o -0 ; denatured collagen. 
(558) 西久保敏也
750μg/mI) 20μ!と反応し collagen結合を測定した.

























240 % (128.6土40.3%)， vWF: Agは 76% -220 % 
(128.4土39.3%)であった. Collagenと結合した
vWF: Ag量を示すvWF:Ag X collagen結合/100は
69.9 % -210.8 % (120.4土38.5%)で RcofとvWF:
Ag X collagen結合/100の相関係数はrニ 0.91，Rcofと
vWF:Agの相関係数はrニ 0.90であった.健康成人女の
col1ag巴n結合は 84.0%-96.1 % (93.3土2.7%)，Rcof 
は 56%-152 %(113.0土19.4%)，vWF:Agは 49%-
178 % (117.2土28.8%)でvWF:AgXcollagen結合/
100は 44.7% -168.4 % (109.5土27.9%)で Rcofと
vWF : Ag X collag巴n結合/100の相関係数はr= 0.82， 
vWF:AgとRcofの相関係数はrニ 0.81であった.健康
成人男女総合の col1agen結合は84.0%-98_1 % (93“4 
土2.6%)， Rcofは56%-240 %(120土31.3%)， vWF: 
Agは 49% -220 % (122.2士34.0%)でvWF:Ag X 
collagen結合 /100は 44.7%-210.8% (114.4士33.2
%)で RcofとvWF:AgXcollagen結合/100の相関係
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Fig. 2. Inhibitory effects of two monoc1onal anti-
bodies， NMC-vW /3 and NMC四vW/4，on the 
binding of vWF to human type I fibrillar 
col1agen. Th巴 col1agenbinding was assayed 
essentially as described under " Materials 
and Methods'¥ 
o -0 ; NMC-vW /3 and fibrillar collagen 
e-・;NMC-vW /3 and denatured col1agen 
A ム;NMC-vW / 4 and fibrillar collagen 













以外の collag巴nの結合についてはDuggan et al.'7)が
bovine tendon collagen typ巴 Iを用い報告している.
著者はヒト隣帯より抽出純化されたI型collagenを
用い血疑vWFのcollagen結合を検討した.測定系にお
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vWF : Ag X collagen binding/100 
300 
Fig. 4. Relationship between vWF目 Agx collagen 
binding/100 and Rcof in h巴althyadults. 
Normal female is indicated as open circles 
( 0) and normal male as closed circles (・).
Fig. 3. Collagen bindings in healthy adults. ノレ抗体のうち collagen結合を特異的に抑制する NMC同
Normal female is indicated as open circles vW /3およびristocetin凝集を抑制する抗 vWFモノク
( 0) and normal male as closed circles (・). ロ一ナノレ抗体 NMC.vW/4を用い本測定系の検討を行
lagen結合の減少をみたが， Brown 巴taJ.24)はsoluble
























domainを有する vWFfragment (残基 1-910)は関与
しないが， collagen binding domainを有する vWF
fragment SP 1 (残基 911-1365)の関与する反応を観察
している測定系であると考えられた.
本測定系を用い正常成人の collagen結合を測定した









ヒト胎盤由来の typeII soluble collag巴nを用い正常
ヒト血疑中の vWFのcollagen結合測定系を確立した.
1.各種濃度の collagenと正常血媛および純化 vWFの
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